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(57) Abstract: The invention relates to a microscope, in which a layer of the sample is illuminated by a thin strip of light (1 1) and the 
sample is viewed (5) perpendicular to the plane of the strip of light. The depth of the strip of light (11) thus essentially determines 
the depth of focus of the system. To record the image, the object (4) is displaced through the strip of light (11), which remains 
fixed in relation to the detector (8), and fluorescent and/or diffused light is captured by a planar detector. Objects (4) that absorb or 
diffuse a large amount of light are viewed from several spatial directions. The three-dimensional images, which are captured from 
every direction can be combined retrospectively to form one image, in which the data is weighted according to its resolution. The 
resolution of the combined image is then dominated by the lateral resolution of the individual images. 

[Fortsetzung auf der ndchsten Seite J 
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(57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifft ein Mikroskop, bei dem eine Schicht der Probe durch einen dtinnen Lichtstreifen 
(11) beleuchtet wird und die Beobachtung (5) senkrecht zu der Ebene des Lichtstreifens erfolgt. Die Dicke des Lichtstreifens (11) be- 
stimmt somit wesendich die Scharfentiefe des Systems. Fur die Bildaufhahme wird das Objekt (4) durch den bezuglich des Detektors 
(8) feststehenden Lichtstreifen (1 1) bewegt, und Fluoreszenz-oder/und Streulicht wird mit einem flachigen Detektor aufgenommen. 
Stark absorbierende oder stark streuende Objekte (4) werden aus mehreren Raumrichtungen beobachtet. Die dreidimensionalen 
Aufnahmen, die aus jeder Richtung gemacht werden, k6nnen nachtraglich zu einer Aufnahme kombiniert werden, in der die Daten 
entsprechend ihrer AuflSsung gewichtet werden. Die Aufldsung der kombinierten Aufnahme wird dann durch die laterale Auflasung 
der einzelnen Aufnahmen dominiert 
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MIKROSKOP MIT BEOBACHTUNGSRI CHTUNG SENKRECHT ZUR BELEUCHTUNGSRICHTUNG 



Die vorliegende Erfindung betrifft ein Mikroskop gemaS dem Oberbegriff 
des Anspruchs 1 . 

Im Gegensatz zu der Arbeit an einzelnen Zellen sind lichtmikroskopische 
Untersuchungen an Embryonen und anderen entwicklungsbiologisch rele- 
vanten Proben mit den besonderen Problemen der Absorption und des 
Auflosungsverlustes behaftet. Zum Beispiel konnen biologische Fragestel- 
lungen im Zusammenhang mit Genexpressionsmustern in sich entwickeln- 
den Organismen derzeit nur schwer mit lichtmikroskopischen Bildgebungs- 
verfahren beantwortet werden, da diese oft zu langsam, zu gering auf- 
losend oder technisch komplex sind oder vom freien Arbeitsabstand oder 
von der Probenhalterung her eine Beobachtung von millimetergrofcen Objek- 
ten nicht gestatten. Eine akzeptable Losung muB die Handhabung gro&er 
Proben und eine schnelle, hochauflosende Aufnahme der Daten erlauben 
und dabei technisch moglichst einfach zu realisieren sein. 

Aus der wissenschaftlichen Literatur ist ein Mikroskop fur die ozeanogra- 
phische Forschung bekannt, das dadurch gekennzeichnet ist, dass es mit 
einem Laser eine Beieuchtungslichtebene in einer Probenkammer erzeugt 
und senkrecht zu dieser Ebene mit einer Kamera die in der Beieuchtungs- 
lichtebene erzeugten Fluoreszenzsignale detektiert [E. Fuchs et al., Opt. 
Express 10, 145 (2002)]. Dieses Mikroskop ahnelt dem Ultramikroskop von 
H. Siedentopf und R. Zsigmondy [Ann. Phys. 10(4), 1 (1903)] und wird fur 
die Detektion einzelner freischwimmender Partikel wie Bakterien eingesetzt. 
Es ist nicht dafur geeignet, millimetergroBe, beispieisweise entwicklungs- 
biologische Proben aufzunehmen, da eine Kuvette als Probenhalter dient. 
Ebenso ist es nicht fOr dreidimensionale Aufnahmen geeignet, da es uber 
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keine Moglichkeit verfugt, die Probe relativ zur Beleuchtungslichtebene zu 
bewegen. 

Aus der DE 19720513 A1 bzw. der US 5,903,781 sowie aus der wissen- 
schaftlichen Literatur [D. Huber et al., J. Microsc. 202, 208 (2001)] ist ein 
Instrument fur die dreidimensionale Makrographie bekannt, bei dem eine 
Anordnung zur Erzeugung von Lichtebenen fur die photographische Erfas- 
sung von Objekten eingesetzt wird. Dabei wird ein Objekt durch eine 
Beleuchtungsebene bewegt und das reflektierte und gestreute Licht mit 
einer Kamera detektiert. Dieses Gerat dient dazu, dreidimensionale Rekon- 
struktionen von zentimetergrofcen Objekten anzufertigen. Es ist aber nicht 
fur die Verwendung von Fluorezenzsignalen und auch nicht fur die hoch- 
aufgeloste Wiedergabe der Objekte geeignet. Es wird eine Spaltfigurblende 
in Verbindung mit einer Spiegelanordnung fur die Erzeugung der Lichtebe- 
nen eingesetzt. Durch den Einsatz eines nur linear beweglichen Proben- 
tischs kann die Probe nicht gedreht werden, so dass keine Beobachtung 
der Probe von mehreren Seiten mdglich ist. 



Ferner sind aus der technisch-wissenschaftlichen Literatur Aufbaue fur 
optische Tomographie bekannt. Die optische Projektionstomographie wird 
beispielsweise in der Genexpressionsanalyse eingesetzt [J. Sharpe et al., 
Science 296, 541 (2002)]. Dabei handelt es sich um ein System, in dem 
Projektionen biologischer Proben aufgezeichnet werden, wobei die Probe 
um eine Achse senkrecht zur Detektionsrichtung gedreht wird. Da die 
Probe nicht senkrecht zur Detektionsachse durch eine Beleuchtungslicht- 
ebene selektiv beleuchtet wird, hat das Mikroskop im Gegensatz zum erfin- 
dungsgemaBen Mikroskop eine sehr groBe Scharfentiefe, durch den ein 
groBer Teil der Probe erfaBt wird. Daher bietet das Mikroskop nicht die 
Moglichkeit, die Probe langs der Detektionsachse zu bewegen, um ein 
dreidimensionales Bild aufzunehmen. Ein dreidimensionales Bild der Probe 
mit raumlicher Auflosung ist somit nur durch die Rekonstruktion aus den 
Projektionen moglich. 
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Aus cler DE 43 26 473 C2 ist ein konfokales Theta-Mikroskop bekannt, das 
dadurch gekennzeichnet ist, dass es ein erstes Objektiv zur Punktbeleuch- 
tung und ein zweites Objektiv zur Abbildung des Objektlichts auf einen 
Punktdetektor verwendet, wobei die Detektionsrichtung annahernd senk- 
recht auf der Beleuchtungsrichtung steht. Dadurch ist der konfokale Ober- 
lagerungsbereich des Beleuchtungsvolumens mit dem Detektionsvolumen 
besonders klein und das Mikroskop erreicht eine fast isotrope Auflosung, 
deren GroSenordnung der lateralen Auflosung eines konfokalen Mikroskops 
entspricht. 

Dieses Theta-Mikroskop ist jedoch konfokal arrangiert, was hohe Anforde- 
rungen an die relative Justierung des Beleuchtungs- und des Detektions- 
brennpunkts stellt. AuBerdem ist es trotz eines grofcen Arbeitsabstands 
nicht ohne weiteres in der Lage, Aufnahmen von groBen Objekten zu 
machen. Dies liegt daran, dass das Objekt im Theta-Mikroskop bei der 
Objektrasterung nicht genug Bewegungsfreiheit hat und dass es wegen der 
Punktdetektion in drei Richtungen gerastert werden mulS, wodurch eine 
Aufnahme sehr lange dauert. Das Beieuchtungslicht wird zu einem Beleuch- 
tungspunkt fokussiert. 

Die der vorliegenden Erfindung zugrundeliegende Aufgabe besteht darin, 
ein Mikroskop vorzuschlagen, das fur die hochauflosende dreidimensionale 
Beobachtung von millimetergroSen bioiogischen Objekten geeignet ist, 
wobei eine schnelle Aufnahme der Daten moglich ist und der Aufbau 
technisch moglichst einfach zu realisieren ist. 

Diese Aufgabe wird erfindungsgemaB durch das im Anspruch 1 angege- 
bene Mikroskop gelost. Die Probe wird durch einen dunnen Lichtstreifen 
beleuchtet und die Beobachtung erfolgt senkrecht zu diesem Objektbe- 
leuchtungsbereich, der eine flachenartige Ausdehnung hat. Die Dicke des 
Beleuchtungslichtstreifens bestimmt somit zu wesentlichen Teilen die 
Scharfentiefe des Systems. Fur die Bildaufnahme wird das Objekt durch 
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den raumfesten Lichtstreifen bewegt, und Fluoreszenz- oder/und Streulicht 
werden in jeder Position der Rasterbewegung mit einem flachigen Detektor 
aufgenommen. Da das Objekt in der bevorzugten Ausfuhrungsform rotiert 
werden kann, ist es moglich, solche dreidimensionalen Aufnahmen von 
mehreren Seiten zu machen und sie zu einer einzigen dreidimensionalen 
Aufnahme zu kombinieren, deren Auflosung im Wesentlichen durch die 
laterale Auflosung der einzelnen Aufnahmen bestimmt wird. Die hohe 
Auflosung dieser Aufnahme ist das Ergebnis der fokussierten Beleuchtung, 
der senkrechten Detektion, der Bewegung des Objekts und der {Combina- 
tion der einzelnen Aufnahmen durch Bildverarbeitung. 

Das erf indungsgema&e Mikroskop verf ugt iiber einen Beleuchtungslichtpf ad 
und einen Detektionslichtpfad, die im Objektbeleuchtungsbereich vorzugs- 
weise orthogonal zueinander stehen, wodurch die Detektionsrichtung 
senkrecht auf der Beleuchtungslichtebene steht. Jedoch werden die Vor- 
teile der Erfindung in ausreichendem MalSe auch dann noch erzielt, wenn 
der Winkel zwischen der Beleuchtungs- und der Detektionsrichtung bzw. 
zwischen der Beleuchtungslichtebene und der Detektionsrichtung in nicht 
zu groSem MaBe von einem rechten Winkel abweicht. 

Vorteilhafterweise wird als Lichtquelle ein Laser eingesetzt, der die selek- 
tive Anregung von Fluoreszenzemission in der Probe ermoglicht. Zum 
Fokussieren des Beleuchtungslichts zu einem dunnen Streifen wird vorzugs- 
weise eine Zylinderlinse verwendet, es kann aber auch ein anderes fokus- 
sierendes Element (beispielsweise ein holographisches Element oder eine 
konische Linse (Axicon) oder eine Phasenplatte oder and ere Elemente zur 
Erzeugung eines Bessel-Strahls) eingesetzt werden. 

Das detektierte Licht ist vorzugsweise Fluoreszenzlicht. Moglich ist aber 
auch die Detektion von Streulicht. Das Detektionslicht wird vorzugsweise 
mit einem telezentrischen System aus zwei Objektiven auf den Detektor 
abgebildet. Geeignet sind aber auch andere optische Baugruppen. 
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Die Detektion erfolgt vorzugsweise mit einem flachigen Detektor, der das 
ganze Feld detektiert, beispielsweise einer CCD-Kamera. Durch die Ver- 
wendung eines solchen Detektors ist eine schneile Bildaufnahme moglich, 
und die Bewegung der Probe fur eine dreidimensionale Aufnahme ist auf 
eine Richtung (namlich langs der Detektionsachse) beschrankt. Die Auflo- 
sung des Systems wird durch die laterale Auflosung der Detektionsoptik 
bestimmt. 



Da die Flache der derzeit verfugbaren Detektoren im allgemeinen nicht 
ausreicht urn eine vollstandige, hochaufgeloste Aufnahme von mehreren 
Millimeter groBen Objekten zu gewahrleisten, besteht in einer Ausf uhrungs- 
form des erfindungsgemaBen Mikroskops die Moglichkeit, den Detektor in 
der Detektionsebene, also im Wesentlichen seitlich zur Detektionsrichtung, 
zu bewegen, um Bilder von Teilen des Objekts aufzunehmen, die zu einem 
Bild des gesamten Objekts zusammengesetzt werden konnen. 

In einem einfachen, bevorzugten Aufbau werden keine optischen Elemente 
zur Fiihrung der Strahlengange verwendet. Es konnen aber beispielsweise 
Spiegel, dichroitische Spiegel, Strahlteiier oder optische Fasern fur die 
Fuhrung der Strahlengange eingesetzt werden. Da in dem erfindungsgema- 
Ben Mikroskop die Beleuchtungs- und Detektionsstrahlengange getrennt 
sind, kann auf den in anderen Fluoreszenzmikroskopen ublichen Einsatz 
passiver Bauteile wie dichroitischer Spiegel oder aktiver, beispielsweise 
akusto-optischer Bauteile, fur die Trennung von Beleuchtungs- und Fluo- 
reszenzlicht verzichtet werden. 



Es besteht die Moglichkeit, den Aufbau zum Beispiel durch einen weiteren 
Beleuchtungslichtpfad zu erganzen, dessen Licht zu einem Streifen bzw. 
Objektbeleuchtungsbereich fokussiert wird, der vorzugsweise in der glei- 
chen Ebene wie der Objektbeleuchtungsbereich des ersten Beleuchtungs- 
lichtpfads liegt, so dass eine bessere Ausleuchtung der Probe erreicht wird. 
Das Licht fur diesen weiteren Beleuchtungslichtpfad kann aus derselben 
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Lichtquelle kommen. Vorteilhafterweise wird die Probe hierbei aus zwei 
gegenuberliegenden Richtungen beleuchtet. 1m Gegensatz zu der 4Pi-kon- 
fokalen Mikroskopie [S. Hell und E.H.K. Stelzer, J. Opt. Soc. Am. A 9, 
21 59 (1992)] ist der Justieraufwand in dem erfindungsgemaSen Mikroskop 
gering, denn es mussen nur zwei mehrere Mikrometer dicke Lichtstreifen 
uberlagert werden. Aufcerdem muSdie Phase der Strahlen nicht berucksich- 
tigt werden. 

Das erfindungsgemalSe Mikroskop kann aber auch als nicht-konfokales 4Pi- 
Theta-Mikroskop betrieben werden. Hierbei wird die Probe wie in einem 
4Pi(A)-konfokaIen Mikroskop aus zwei entgegengesetzten Richtungen 
koharent beleuchtet, so dass langs dieser Beleuchtungsachse ein Inter- 
ferenzmuster auftritt, das die Intensitat in der Beleuchtungslichtebene 
raumlich moduliert. Dadurch wird das Beleuchtungsvolumen halbiert, und 
durch ein Verschieben des Interferenzmusters (durch eine Verstellung der 
Phasendifferenz zwischen den Strahlen) ist es moglich, sich erganzende 
Bereiche der Probe zu beleuchten, so dass ein Bild mit erhohter Auflosung 
iangs der Beleuchtungsachse rekonstruiert werden kann. 

Es besteht die Moglichkeit, den Aufbau z.B. durch einen weiteren Detek- 
tionslichtpfad zu erganzen, durch den Licht detektiert wird f das in ent- 
gegengesetzter Richtung zum bestehenden Detektionslichtpfad emittiert 
wird. Dadurch kann die Detektion des Lichts stets so erfolgen, dass das 
Licht einen moglichst kurzen Weg durch die Probe zurucklegt. 

Zusatzlich konnen auch Streulichtdetektoren oder/und Transmissionslicht- 
detektoren vorgesehen sein. 

Es ist zwar moglich, die Probe in dem erfindungsgemalSen Mikroskop auf 
einen Probentisch zu legen oder in Luft zu halten, jedoch wird die Probe 
vorzugsweise durch eine Halterung von oben in einer wassergefullten 
Probenkammer gehalten und kann um die senkrechte, also in Schwerkraft- 
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richtung liegende Achse gedreht werden. Dies hat den Vorteil, dass bei der 
Drehung der Probe fur eine Aufnahme aus einer anderen Richtung keine 
Veranderung der auf die Probe wirkende Schwerkraft erfolgt und sie sich 
nicht verformt. Vorteilhafterweise wird bei einer solchen Drehung der Probe 
in der Probenkammer die Probenkammer nicht bewegt, so dass sich die 
optischen Weglangen (abgesehen von Unterschieden durch den Brechungs- 
index in der Probe selbst) wahrend des Bewegungsvorgangs nicht andern. 
Dies fuhrt zu einer besseren Bildqualitat. Vorteilhafterweise kann die auf 
diese Art gehaltene Probe so ausgerichtet werden, dass der Einflufc von 
stark streuenden oder absorbierenden Teilen der Probe bei der Bildauf- 
nahme minimiert wird. 



Es ist in einer weiteren Ausfuhrungsform des erfindungsgemaBen Mikro- 
skops auch moglich, die Beleuchtungs- und Detektionspfade um das raum- 
feste zu untersuchende Objekt zu drehen. Dann mufc jedoch die Probe bzw. 
das Objekt im allgemeinen nachgef uhrt werden, um in weiteren Aufnahmen 
abgebildet zu werden. 

Das zu untersuchende Objekt befindet sich bei einer Aufnahme in dem 
flachenartigen Objektbeleuchtungsbereich, wobei das Objekt wesentlich 
grofcer als die Dicke dieses Bereichs ist. Eine zweidimensionale Aufnahme 
der sich in diesem Bereich befindlichen Teile des Objekts erfolgt durch den 
flachigen Detektor. Eine dreidimensionale Aufnahme des Objekts erfolgt 
durch Rasterung des Objekts in Detektionsrichtung durch den raumfesten 
Beleuchtungsbereich (oder durch Rasterung des Beleuchtungsbereichs 
durch das Objekt), wobei in jeder Position des Objekts ein zweidimensiona- 
les Bild aufgenommen wird. Die Synchronisation von Bewegung, Beleuch- 
tung und Detektion wird vorteilhafterweise optimiert, um die Probenbela- 
stung zu minimieren. 

Vorzugsweise wird die Drehung des Objekts (ebenso wie die lineare Raster- 
bewegung) elektronisch gesteuert, so dass die Aufnahme mehrerer Bilder 
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aus verschiedenen Wirvkeln automatisiert werden kann und die Geschwin- 
digkeit der Probenuntersuchung erhoht wird. Die Anzahl der Bilder und die 
Drehwinkel der Probe, die fur eine Gesamtaufnahme mit einer bestimmten 
raumlichen Auflosung notwendig sind, konnen zugunsten einer kurzen 
Probenuntersuchungszeit und damit einer geringen Probenbelastung opti- 
miert werden. 

Vorteilhafterweise kann das zu untersuchende Objektauch um die Beleuch- 
tungsachse gekippt werden, so dass es noch aus zusatzlichen Richtungen 
beobachtet werden kann. In einer we'rteren AusfGhrungsform des erfin- 
dungsgemaBen Mikroskops ist ein zweiter Detektionslichtpfad vorhanden, 
der die Detektion des nach unten emittierten Lichts erlaubt. Wird dann der 
Objektbeleuchtungsbereich iim 90 Grad um die Beleuchtungsachse gedreht 
(beispielsweise durch die Drehung der Zylinderlinse), so kann die Probe 
horizontal optisch geschnitten werden (und durch eine vertikale Rasterbe- 
wegung kann eine dreidimensionale Aufnahme erzeugt werden). 

Vorteilhafterweise kann in dem erfindungsgemafcen Mikroskop die Zylin- 
derlinse vorzugsweise hochfrequent bewegt werden, beispielsweise im 
Beleuchtungslichtpfad hochfrequent langs der Zylinderachse und/oder der 
Beleuchtungsachse bewegt werden oder/und die Zylinderachse hochfre- 
quent in Richtung der Beleuchtungsachse geneigt werden, so dass der 
EinfluB von Verschmutzungen auf der Zylinderlinse weniger stark ist und 
die Probe gleichma&iger ausgeleuchtet wird. 

Vorteilhafterweise kann die Halterung vieler biologischer Proben einfach 
durch Einbetten in ein Gel (ca. 99% Wasser) oder eine andere 
polymerisierende oder sich vernetzende Struktur realisiert werden. 



Die durch Drehung des zu untersuchenden Objekts realisierten Aufnahmen 
aus verschiedenen Richtungen erlauben eine dreidimensionale Rekonstruk- 
tion desselben durch die Kombination der einzelnen dreidimensionalen 
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Rohdatensatze. Da bei der bevorzugten Ausfuhrungsform des erfindungs- 
gemafcen Mikroskops nur ein Teil der Probe optimal abgebildet wird (im 
allgemeinen die beiden Oktanten, die innerhalb des rechten Winkels zwi- 
schen Beleuchtungs- und Detektionsachse liegen), sind mindestens vier 
Aufnahmen fur eine gute Rekonstruktion der gesamten Probe notwendig. 
Diese Aufnahmen lassen sich so kombinieren, dass die Rekonstruktion eine 
hohere Auflosung bietet als die einzelnen Aufnahmen. Die Qualitat des 
rekonstruierten Bilds lalSt sich durch Aufnahmen entlang weiterer Winkel 
verbessern, so dass die toten Winkel der gemeinsamen optischen Ober- 
tragungsfunktion aufgefiillt werden. 

Durch die Verwendung von Objektiven mit langen Brennweiten steht ein 
Arbeitsabstand von mehreren Millimetern zur Verfugung. Die GroBe des 
Objekts wird dadurch in erster Linie durch seine Lichtdurchlassigkeit be- 
grenzt: Sofern man das Objekt vollstandig (und nicht nur die Randschich- 
ten) untersuchen will, muB hinreichend Licht aus jedem Teil von ihm in der 
einen oder anderen Orientierung den Detektor erreichen. 



Wie vorangehend bereits ausgefuhrt, kann es in Abhangigkeit von der 
VergroSerung des optischen Systems im Detektionsstrahlengang erforder- 
lich sein, den dem Detektionsstrahlengang zugeordneten Detektor zu ver- 
schieben, urn, im Wesentlichen bedingt durch die begrenzte Anzahl der 
Detektorpixel bei zweidimensionalen Pixeldetektoren, ein vollstandiges Bild 
des zu untersuchenden Objekts aufnehmen zu konnen. Das hei&t, die 
Auflosung des Gesamtsystems 1st im Wesentlichen nicht durch die nume- 
rische Apertur der optischen Komponenten, insbesondere der verwendeten 
Linsen, und somit durch die Auflosung in der Probe selbst begrenzt, son- 
dern mehr durch die technischen Limitationen, die im Bereich von Pixelde- 
tektoren, wie sie beispielsweise in CCD-Kameras Anwendung finden, 
vorhanden sind. Diesem Problem kann entgegengetreten werden durch den 
Einsatz hochauflosender Pixeidetektoren mit einer Pixelzahl im Bereich von 
mehreren Millionen, wie sie beispielsweise in der Astronomie oder der 
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digitalen Fotografie eingesetzt werden. Diese Pixeldetektoren sind jedoch 
vergleichsweise teuer und langsam. 

Gemafc einem weiteren Aspekt sieht daher die vorliegende Erfindung ein 
Mikroskop nnit wenigstens einem Beleuchtungsstrahlengang und wenig- 
stens einem Detektionsstrahlengang vor, das dadurch gekennzeichnet ist, 
dass bei jedem Beleuchtungsstrahlengang eine Fokussieranordnung vor- 
gesehen ist zur Erzeugung eines in Richtung einer Beleuchtungsachse des 
Beleuchtungsstrahlengangs ausgedehnten linienartigen Objektbeleuchtungs- 
bereichs, dass eine Detektionsrichtung des wenigstens einen Detektions- 
strahlengangs naherungsweise orthogonal zu dem linienartigen Objekt- 
beleuchtungsbereich steht, und dass wenigstens eine Bewegungsanord- 
nung vorgesehen ist zur Erzeugung einer Relativbewegung zwischen dem 
linienartigen Objektbeleuchtungsbereich und einem zu untersuchenden 
Objekt. 

GemaB diesem Aspekt der vorliegenden Erfindung wird also der Objektbe- 
leuchtungsbereich im Wesentlichen auf eine Dimension, namlich die Langs- 
dimension, begrenzt, so dass von der vorangehend diskutierten flachen- 
artigen Struktur des Objektbeleuchtungsbereichs zu einer langgestreckten 
bzw. linienartigen Struktur ubergegangen wird. Mit diesem linienartigen 
Objektbeleuchtungsbereich werden entsprechend auch nur linienartige 
Abschnitte eines zu untersuchenden Objekts ausgeleuchtet und zur Fluo- 
reszenz angeregt bzw. zur Lichtstreuung genutzt. Diese nunmehr erzeugten 
linienartigen beleuchteten Bereiche konnen durch den oder die Detektions- 
strahlengange auf Pixeldetektoren abgebildet werden, die eine langge- 
streckte Struktur haben, also im Wesentlichen in einer Dimension aufein- 
ander folgend angeordnete Pixel aufweisen. Derartige im Prinzip als "ein- 
dimensionale" Pixeldetektoren zu interpretierende Detektoren konnen mit 
wesentlich hoherer Pixelzahl beispielsweise bis zu 8000 Pixeln bereitge- 
stellt werden. Die durch den linienartigen Objektbeleuchtungsbereich nun- 
mehr ausgeleuchteten und im Detektor abgebildeten Abschnitte eines zu 
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untersuchenden Objekts konnen somit mit entsprechend hoher Auflosung 
auch irn Detektor selbst aufgenommen und entsprechend in hochaufgeloste 
Bilder umgesetzt werden. Da die Dimension der bei derartigen Pixeldetek- 
toren vorhandenen Pixel quer zur Langserstreckung des Pixeldetektors im 
Allgemeinen deutlich kleiner sein wird, als die Breite des Bildes des linien- 
artigen Objektbeleuchtungsbereichs in dieser Richtung, auch unter Beruck- 
sichtigung der im Detektionsstrahlengang erzeugten VergroSerung, kann es 
vorteilhaft sein, zu langgestreckten "zweidirnensionalen" Pixeldetektoren 
uberzugehen, die beispielsweise eine Pixelzahl von 64 x 4096 aufweisen, 
also in der Langsrichtung des Objektbeleuchtungsbereichs bzw. des ent- 
sprechenden Bildes desselben eine wesentlich grofcere Pixelanzahl als quer 
dazu aufweisen. 



Um mit einem derartigen System dann ein zu untersuchendes Objekt voll- 
standig abbilden zu konnen bzw. ein komplettes Bild davon erzeugen zu 
konnen, kann eine Rasterung zwischen dem zu untersuchenden Objekt und 
dem Beleuchtungsstrahlengang bzw. dem Detektionsstrahlengang erfolgen, 
so dass im Prinzip das zu untersuchende Objekt linienartig abgetastet wird 
und die einzelnen dabei erzeugten Linienbilder dann zu einem gesamten Bild 
zusammengesetzt werden konnen. 



Um dies zu erreichen, kann beispielsweise vorgesehen sein, dass die we- 
nigstens eineBewegungsanordnung dazu ausgebildetist, eine Relativbewe- 
gung zwischen dem Objekt und dem linienartigen Objektbeleuchtungs- 
bereich im Wesentlichen orthogonal zur Beleuchtungsachse und zur Detek- 
tionsrichtung zu erzeugen. Hierzu kann beispielsweise vorgesehen sein, 
dass die wenigstens eine Bewegungsanordnung dazu ausgebildet ist, das 
Objekt zur Erzeugung einer Relativbewegung zu bewegen. 

Alternativ oder zusatzlich zu dieser Verlagerung des zu untersuchenden 
Objekts kann auch vorgesehen sein, dass die wenigstens eine Bewegungs- 
anordnung dazu ausgebildet ist, den wenigstens einen Beleuchtungsstrah- 
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lengang wenigstens in dem durch diesen bereitgestellten linienartigen 
Objektbeleuchtungsbereich zur Erzeugung der Relativbewegung zu bewe- 
gen. Da dabei bei beispielsweise festgehaltenem Objekt der Objektbeleuch- 
tungsbereich verschoben wird, ist es dann erforderlich, dass die wenig- 
stens eine Bewegungsanordnung dazu ausgebildet ist, den wenigstens 
einen Detektionsstrahlengang in Anpassung an die Bewegung des wenig- 
stens einen Beleuchtungsstrahlengangs wenigstens in seinem objektnahen 
Bereich zu bewegen. 

Wie bereits vorangehend ausgefuhrt, kann der wenigstens eine Detektions- 
strahlengang einen Detektor mit einer Vielzahl an Detektorpixeln aufweisen, 
wobei dann vorzugsweise vorgesehen sein kann, dass die Anzahl und die 
Positionierung der Detektorpixel des Detektors derart gewahlt sind, dass 
der wenigstens eine Detektionsstrahlengang einen durch den wenigstens 
einen Beleuchtungsstrahlengang im Objektbeleuchtungsbereich beleuch- 
teten Abschnitt des Objekts im Wesentlichen vollstandig auf den Detektor 
abbildet. 

Um mit dem erfindungsgemafcen System nicht nur eine flachenmaSige 
Abbildung eines zu untersuchenden Objekts erzeugen zu konnen, sondern 
dieses auch durch dreidimensionales Abtasten dreidimensional abbilden zu 
konnen, wird weiter vorgeschlagen, dass die wenigstens eine Bewegungs- 
anordnung dazu ausgebildet ist, das zu untersuchende Objekt im 
Wesentlichen in Richtung der Detektionsrichtung des wenigstens einen 
Detektionsstrahlengangs zu bewegen. 



Aus den vorangehenden Erlauterungen wird offensichtlich, dass es ein 
wesentliches Prinzip der vorliegenen Erfindung ist, mit wenigstens einem 
Beleuchtungsstrahlengang einen langgestreckten Objektbeleuchtungsbe- 
reich zu erzeugen, in dem dann ein zu untersuchendes Objekt positioniert 
werden kann, um durch Fluoreszenzanregung oder durch Streulichterzeu- 
gung in wenigstens einem Detektionsstrahlengang ein Bild des im Objektbe- 
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leuchtungsbereich positionierten Abschnitts des zu untersuchenden Objekts 
oder ggf. des gesamten Objekts zu erzeugen. 



Gemafc der vorliegenden Erfindung wird daher weiter ein Mikroskop vor- 
geschlagen, das wenigstens einen Beleuchtungsstrahlengang und wenig- 
stens einen Detektionsstrahlengang aufweist und dadurch gekennzeichnet 
ist, dass bei jedem Beleuchtungsstrahlengang eine Fokussieranordnung vor- 
gesehen ist zur Erzeugung eines in Richtung einer Beleuchtungsachse des 
Beleuchtungsstrahlengangs ausgedehnten Objektbeleuchtungsbereichs, 
dass eine Detektionseinrichtung des wenigstens einen Detektionsstrahlen- 
gangs naherungsweise orthogonal zu dem Objektbeleuchtungsbereich 
steht, und dass eine Bewegungsanordnung vorgesehen ist zur Erzeugung 
einer Retativbewegung zwischen dem Objektbeleuchtungsbereich und 
einem zu untersuchenden Objekt. 

Die Erfindung wird nachstehend anhand der beigefugten Zeichnungen 
naher erlautert. Es zeigen: 

Fig. 1 die schematische Darstellung des Strahlengangs in einer Aus- 

fuhrungsform des erfindungsgemafcen Mikroskops, wobei ein 
einziger Beleuchtungsstrahlengang und ein einziger Detek- 
tionsstrahlengang vorhanden sind r betrachtet in Blickrichtung 
I der Fig. 2; 

Fig. 2 die in Fig. 1 dargestellte Ausfuhrungsform in Blickrichtung II 

in Fig. 1; 

Fig. 3 eine Prinzipdarstellung des Beleuchtungsstrahlengangs, der 

von einer Zylinderlinse ausgeht und einen Objektbeleuch- 
tungsbereich im Bereich einer Fokuslinie bildet; 
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Fig. 4 eine Draufsicht auf den Strahlengang der Fig. 3 in Blickrich- 

tung IV in Fig. 3; 



Fig. 5 die schematische Darstellung des Strahlengangs in einer wei- 

teren Ausfuhrungsform des erfindungsgemaSen Mikroskops, 
wobei zwei Beleuchtungsstrahlengange vorhanden sind; 

Fig. 6 eine weitere Prinzipdarstellung eines erfindungsgemafeen 

Mikroskops; 

Fig. 7 eine der Fig. 1 entsprechende Ansicht eines alternativ ausge- 

stalteten erfindungsgemaSen Mikroskops. 



Die Fig. 1 zeigt eine Ausfuhrungsform eines erfindungsgema&en Mikro- 
skops 100. Der Aufbau umfasst eine Lichtquelle 1, deren kollimierter 
Lichtstrahl 2 durch eine Zylinderlinse 3 in die Probe 4 fokussiert wird. 
Dabei entsteht ein dunner vertikaler Lichtstreifen 11, durch den in der 
Probe 4 Fluoreszenzemission induziert werden kann. Das emittierte Licht 5 
wird durch eine Detektionsoptik 6 auf den flachigen Detektor 8, beispiels- 
weise eine CCD-Kamera abgebildet. 

Durch die rechtwinklige Anordnung ( = 90 Grad) von Beleuchtungs- 9 und 
Detektionsrichtung 10 ist der Aufbau besonders einfach. Insbesondere 
kann auf den Einsatz dichroitischer Spiegel fur die Trennung von Beleuch- 
tungs- und Fluoreszenzlicht im Detektionsstrahlengang 5 verzichtet wer- 
den. Die Filter 7 im Beleuchtungs- 2 und im Detektionsstrahlengang 5 sind 
Glasfilter oder akusto-/elektro-/magneto-optische Filter und erlauben die 
selektive Auswahl von Wellenlangen fur die Beleuchtung und die Detektion. 

Die Probe 4 wird durch eine Halterung 1 2 in einer Probekammer 1 3 gehal- 
ten und fur die Bildaufnahme in Detektionsrichtung 1 0 durch die raumfeste 
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Lichtebene 1 1 bewegt. Die Halterung 1 2 erlaubt auBerdem die Drehung der 
Probe 4 um ihre senkrechte Achse 14, so dass die Probe 4 von mehreren 
Seiten beleuchtet und beobachtet werden kann. 



Die Fig. 3 und 4 zeigen in prinzipieller Art und Weise den vorangehend 
angesprochenen und unter Einsatz der Zylinderlinse 3 erzeugten Beleuch- 
tungsstrahlengang 2. Durch die Zylinderlinse 3, deren Brennweite vorzugs- 
weise im Bereich zwischen 10 mm und 100 mm liegen kann, wird das von 
der Lichtquelle 1 emittierte Licht unter einem vergleichsweise kleinen 
Winkel a fokussiert. Es entsteht im Bereich einer Fokuslinie L somit ein in 
der Fig. 3 strichliert eingezeichneter Objektbeleuchtungsbereich 20, der 
naherungsweise eine flachenartige bzw. ebenenartige Struktur bzw. Aus- 
dehnung hat und beiderseits der Fokuslinie durch Zylinderabschnitte gebil- 
det ist. Bei einer in Richtung der Beleuchtungsachse bzw. Beleuchtungs- 
richtung gemessenen Abmessung a dieses Objektbeleuchtungsbereichs 20 
von etwa 5 mm und einer Dickenabmessung des Beleuchtungsstrahlen- 
gangs 2 im Bereich der Fokuslinie b von etwa 20 //m ergibt sich an den in 
Beleuchtungsrichtung gelegenen Endbereichen 22, 24 des Objektbeleuch- 
tungsbereichs 20 eine Dickenabmessung c von naherungsweise 60 //m, 
was naturlich abhangt von der fur die Zylinderlinse 3 vorgegebenen nume- 
rischen Apertur. Ober den gesamten Objektbeleuchtungsbereich 20 hinweg 
ist also eine - bezogen auf die Abmessung der zu untersuchenden Objekte - 
vernachlassigbare Variation der Dicke des Objektbeleuchtungsbereichs 20 
im Beleuchtungsstrahlengang 2 vorhanden, so dass insbesondere auch 
unter Berucksichtigung der Abmessungen der zu untersuchenden Objekte 
hier von einer in erster Naherung konstanten Dicke des Objektbeleuch- 
tungsbereichs und somit einer flachenartigen bzw. ebenenartigen Struktur 
desselben ausgegangen werden kann. 



In der Fig. 5 ist eine abgewandelte Ausgestaltungsform des Mikroskops 
100 dargestellt, bei welcher zwei Beleuchtungsstrahlengange 2 f 2' vorhan- 
den sind. Im dargestellten Falle weist jeder dieser beiden Beleuchtungs- 
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strahlengange 2, 2', die einander entgegengesetzt gerichtete Beleuchtungs- 
richtungenJedocheinanderentsprechendeBeleuchtungsachsenaufweisen, 
jeweils eine Zylinderlinse 3, 3' mit ggf. zugeordnetem Filter 7, 7' sowie 
eine LichtqueHe 1,1' auf . Bei einer Abwandlung dieser Ausgestaltungsf orm 
kann weiter vorgesehen sein, dass nur eine einzige LichtqueHe vorgesehen 
ist. Dabei entsteht durch Oberlagerung der beiden Objektbeleuchtungs- 
bereiche dieser Beleuchtungsstrahlengange 2, 2' , welche Objektbeleuch- 
tungsbereiche vorangehend mit Bezug auf die Fig. 3 und 4 detaillierter 
geschildert worden sind, ein dunner vertikaler Lichtstreifen, der im Ver- 
gleich zu dem Lichtstreifen in der in Fig. 1 dargestellten Ausfuhrungsform 
homogener ist. Das emittierte Licht 5 wird durch eine Detektionsoptik 6 auf 
den flachigen Detektor 8 abgebildet. Diese Ausfuhrungsform des erfin- 
dungsgemafcen Mikroskops eignet sich besonders fur absorbierende Pro- 
ben, bei denen mit einer einseitigen Beleuchtung nicht die gesamte Probe 
beleuchtet werden kann. 



Bei dieser Ausgestaltungsform besteht die Moglichkeit, die beiden Beleuch- 
tungsstrahlengange 2, 2' bzw. die Lichtstrahlen derselben durch definierte 
Einstellung der Phasenlage dieser Lichtstrahlen zueinander dort, wo die 
beiden Objektbeleuchtungsbereiche dieser beiden Beleuchtungsstrahlen- 
gange 2, 2' einander uberlagert sind, gezielt zur Interferenz zu bringen. Auf 
diese Art und Weise wird es moglich, in demjenigen Bereich, in dem das zu 
untersuchende Objekt bzw. Probe 4 zu beleuchten ist, durch destruktive 
Interferenz bestimmte Abschnitte auszublenden bzw. durch konstruktive 
Interferenz bestimmte Bereiche hervorzuheben, wodurch die Auflosung des 
Gesamtsystems weiter verbessert werden kann. 

In Fig. 6 ist eine weitere Abwandlung des erfindungsgemaBen Mikroskops 
1 00 angedeutet. Durch den Pfeil P wird angedeutet, dass die dort gezeigte 
Zylinderlinse 3 um die Beleuchtungsachse des Beleuchtungsstrahlengangs 
2 gedreht werden kann, beispielsweise um 90°. Damit dreht sich auch der 
Objektbeleuchtungsbereich 20 dieses Beleuchtungsstrahlengangs 2, so 
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dass er ausgehend von der in Fig. 2 gezeigten Orientierung, in welcher er 
im Wesentlichen in der Zeichenebene liegt, urn 90° gedreht ist und dann 
senkrecht zur Zeichenebene steht. Auf diese Art und Weise wird es mog- 
lich, das zu untersuchende Objekt 4 aus einer anderen Richtung zu betrach- 
ten, namlich der in der Darstellung der Fig. 2 unter diesem Objekt 4 liegen- 
den Richtung. Es kann also ein weiterer Detektionsstrahlengang 5' vor- 
gesehen sein, bei welchem dann bezuglich des in der Fig. 1 erkennbaren 
Detektionsstrahlengangs 5 das zu untersuchende Objekt 4 unter einem 
Winkel von 90° betrachtet werden kann, ohne dass dieses Objekt 4 selbst 
gedreht worden ware. 

Bei einem derartigen System ist es beispielsweise moglich, unter Einsatz 
von Spiegeln 60 und eines Kippspiegels 26 verschiedene Detektionsstrah- 
lengange 5, 5' wahlweise, je nach Steliung des Kippspiegels 26 zu ein und 
demselben Detektor 8 bzw. ein und demselben optischen System mit 
Objektiven 6 zu leiten. In Zuordnung zur Drehstellung der Zylinderlinse 3 
wird also dann der Kippspiegel 26 entsprechend umgeschaltet. Selbstver- 
standlich ist es moglich, zwei Detektionsstrahlengange 5, 5' mit jeweils zu- 
geordneter Objektivanordnung und Detektor voneinander unabhangig und 
beispielsweise unter einem Winkel von 90° vorzusehen. Weiter ist es 
moglich, zumindest eines dieser Systeme dann bewegbar zu gestalten, so 
dass es zusammen mit der Zylinderlinse 3 um die Beleuchtungsachse des 
Beleuchtungsstrahlengangs 2 in Fig. 2 gedreht werden kann, so dass bei 
gleichzeitiger Drehung der Zylinderlinse 3 und dieses Detektionsstrahlen- 
gangs dann eine Rundumaufnahme des zu untersuchenden Objekts 4 
erzeugt werden kann, ohne dass dieses Objekt selbst bewegt worden 
ware. 



Ein alternativ ausgestaltetes erfindungsgemalSes Mikroskop 100 ist in Fig. 
7 dargestellt. Der grundsatzliche Aufbau bzw. auch die Betrachtungsweise 
sind so wie in Fig. 1 , so dass allgemein auf die voranstehenden Ausfuhrun- 
gen verwiesen werden kann. Es ist wieder ein im Wesentlichen durch den 
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Lichtstrahl 2 bereitgestellter Beleuchtungsstrahlengang vorhanden, der 
unter Einsatz eines optischen Systems fokussiert wird, um einen Objektbe- 
leuchtungsbereich 20' zu generieren. Die hier eingesetzte Linse 3 ist nun- 
mehr keine Zylinderlinse, sondern eine bezuglich der Beleuchtungsachse 9 
des Beleuchtungsstrahlengangs rotationssymmetrische Linse. Auf diese Art 
und Weise wird ein Objektbeleuchtungsbereich 20' erzeugt, der im Wesent- 
lichen ebenfalis rotationssymmetrisch ist und somit insbesondere in dem- 
jenigen Bereich, in welchem auch das zu untersuchende Objekt 4 bzw. die 
Probe positioniert ist, als linearer Objektbeleuchtungsbereich bzw. linien- 
artiger Objektbeleuchtungsbereich interpretiert werden kann. Die Abmes- 
sung dieses im Wesentlichen rotationssymmetrischen, linienartigen Objekt- 
beleuchtungsbereichs kann, naturlich abhangig von der Brennweite der 
Linse 3 bzw. des eingesetzten optischen Systems im Zentrum im Bereich 
von 10 - 20 //m liegen, wahrend in den Randbereichen eine Abmessung im 
Bereich von 40 - 60 /jm vorliegt. 

Bei diesem in Fig. 7 gezeigten Mikroskop 100 wird also bei Positionierung 
einer Probe 4 im Objektbeleuchtungsbereich 20' kein scheiben- oder fla- 
chenartiger Bereich der Probe 4 ausgeleuchtet, sondern ein entsprechend 
linienartiger Bereich. Das im Detektionsstrahlengang 5 erzeugte Bild dieses 
linienartig ausgeleuchteten Bereichs wird uber das optische System dessel- 
ben auf den Detektor 8 abgebildet, so dass dort ein ggf. vergroBertes 
Linienbild generiert wird. Der Detektor 8 ist als Pixeldetektor aufgebaut und 
weist in Anpassung an das nunmehr erzeugte linienartige Bild eine mehr 
"eindimensionale" Pixelanordnung auf. Bei dieser Anordnung ist die Positio- 
nierung der Pixel so, dass eine wesentlich groBere Anzahl der Pixel in der 
Langsrichtung des erzeugten linienartigen Bildes aufeinander folgt, als quer 
dazu. Vorzugsweise ist die Anzahl der Pixel in der Langsrichtung bzw. der 
Querrichtung so gewahlt, dass das im Detektionsstrahlengang 5 erzeugte 
linienartige Bild vollstandig durch den Detektor 8 aufgenommen werden 
kann, ohne diesen bewegen zu mussen. Im Extremfall ist es jedoch auch 
moglich, eine einzige Reihe von Pixeln vorzusehen. Hierbei ist zu beruck- 
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sichtigen, dass mit abnehmender Breite eines derartigen Pixelfeldes und 
mehr und mehr auftretendem Obergang zu einer einzigen Pixellinie die 
Anzahl der in einer solchen linienartigen Anordnung vorhandenen Pixel er- 
hoht werden kann und insofern die Auflosung des Detektors 8 in dieser 
Richtung entsprechend erhoht werden kann, 

Um mit diesem in Fig. 7 dargestellten nunmehr auch bedingt durch den 
moglichen Aufbau des Detektors 8 hochauflosenden Mikroskop 1 00 voll- 
standige Bilder der Probe 4 erzeugen zu konnen, wird erfindungsgemaS 
eine Relativbewegung dieser Probe 4 bezuglich des linienartigen Objektbe- 
leuchtungsbereichs 20' erzeugt. Hierzu gibt es grundsatzlich verschiedene 
Moglichkeiten. Zum einen kann die Probe 4 orthogonal zum linienartigen 
Objektbeleuchtungsbereich und auch orthogonal zum Detektionsstrahlen- 
gang 5 verschoben werden, also in der Darstellung der Fig. 7 senkrecht zur 
Zeichenebene. Auf diese Art und Weise werden rasterartig nach und nach 
linienartige Bereiche der Probe 4 ausgeleuchtet, so dass durch Zusammen- 
fugen der entsprechend aufgenommenen Bilder ein Gesamtbild der Probe 4 
in einer Ebene erzeugt werden kann. Um ein dreidimensionales Bild zu 
generieren, kann die Probe auch noch in Richtung des Detektionsstrahlen- 
gangs 5 bzw. der Detektionsrichtung 10 verschoben werden, so dass 
verschiedene Ebenen der Probe 4 durch die Fokalebene des Beleuchtungs- 
strahlengangs 5 hindurch bewegt werden. 



Bei einer alternativen, in der Fig. 7 dargestellten Variante kann die Probe 4 
ortsfest gehalten werden, wahrend sowohl im Beleuchtungsstrahlengang 2 
als auch im Detektionsstrahlengang 5 Vorrichtungen 24 und 26 vorgesehen 
sind, die fur eine Verschiebung dieser beiden Strahlengange 2, 5 in ihrem 
probennahen Bereich sorgen. Diese Vorrichtungen 24, 26 konnen beispiels- 
weise Strahlenablenkeinheiten sein, die beispielsweise je einen verkipp- 
baren Spiegel umfassen. Die beiden Strahlenablenkeinheiten 24, 26 stehen 
unter der Ansteuerung einer Steuervorrichtung 28, um ihre Bewegung 
aufeinander abzustimmen, so dass sichergestellt ist, dass auch immer 
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derjenige Bereich der Probe 4, der momentan vom Objektbeleuchtungs- 
bereich 20' ausgeleuchtet wird, durch den Detektionsstrahlengang 5 auf 
den Detektor 8 abgebildet wird. Auf diese Art und Weise ist ein Abscannen 
der ansonsten nicht senkrecht zur Zeichenebene der Fig. 7 zu bewegenden 
Probe in einer Ebene mdglich. Auch hier kann zum Erhalten einer dreidimen- 
sionalen Darstellung dann die Probe 4 wieder in der Detektionsrichtung 1 0 
verschoben werden, um aufeinander folgend mehrere Ebenen abzutasten. 

Selbstverstandlich ist es auch rnoglich, die beiden vorangehend angespro- 
chenen Moglichkeiten zur Erzeugung einer Relativbewegung zwischen der 
Probe 4 einerseits und den Strahlengangen andererseits zu kombinieren, 
wobei zu berucksichtigen ist, dass das Bewegen der Strahlengange schnel- 
ler erfolgen kann, als das Bewegen der Probe. 

Mit dem in Fig. 7 dargestellten System wird es also moglich, hochauflo- 
sende "eindimensionale" bzw. langgestreckte Pixelfelder im Detektor 8 
einzusetzen, um somit entsprechend hochaufgeloste Bilder der jeweiligen 
ausgeleuchteten Bereiche der Probe 4 erzeugen zu konnen. Ein weiterer 
Vorteil dieses "Abtastens" der Probe 4 ist, dass die Lage des Objektbe- 
leuchtungsbereichs verbessert auf das Sichtfeld der Detektionsoptik abge- 
stimmt werden kann bzw, dass Bereiche, die nicht abgebildet werden 
sollen, auch uberhaupt nicht abgetastet bzw. beleuchtet werden mussen 
und insofern auch keine Beeintrachtigung der Abtastung bzw. Abbildung 
anderer interessanterer Bereiche entsteht. Weiterhin wird durch diese 
Rasterbewegung des Hnienartigen Objektbeleuchtungsbereichs bezuglich 
der zu untersuchenden Probe uber die Zeit hinweg eine Beleuchtungsebene 
bzw. ein flachiger Objektbeleuchtungsbereich generiert, der eine homoge- 
nere Intensitat in Richtung der Relativbewegung aufweist, als dies bei 
entsprechender Strahlaufweitung bei den vorangehend beschriebenen 
Systemen der Fall ist, da das Intensitatsprofil im Objektbeleuchtungsbereich 
dort auch vom Intensitatsprofil des fokussierten Lichtstrahls abhangig ist. 
Daruber hinaus lassen sich durch die starkere Fokussierung des Lichts 
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hohere Intensitaten erreichen. Die Laserleistung wird so effizienter genutzt, 
was besonders bei schwacher Fluoreszenz oder bei Mehrphotonenanregung 
vorteilhaft ist. 



Es sei darauf hingewiesen, dass selbstverstandlich verschiedene Aspekte 
des erfindungsgemaBen Mikroskops, wie beispielsweise das Bereitstellen 
verschiedener Anzahlen an Beleuchtungsstrahlengangen und Detektions- 
strahlengangen bzw. die Relativpositionierung und Phaseneinstellung der- 
selben, die MafSnahmen zum Bewegen eines Objekts durch Verschiebung 
oder Drehung oder zum Bewegen des optischen Systems bei beispielsweise 
festgehaltenem Objekt, unabhangig davon realisiert sein konnen, ob der 
Objektbeleuchtungsbereich ftachenartig ausgedehnt ist oder im Wesentli- 
chen strahlenartig bzw. linienartig ausgebildet ist. 

Die Erfindung betrifft ein Mikroskop, bei dem eine Schicht der Probe durch 
einen diinnen Lichtstreifen 1 1 beleuchtet wird und die Beobachtung senk- 
recht zu der Ebene des Lichtstreifens erfolgt. Die Dicke des Lichtstreifens 
11 bestimmt somit wesentlich die Scharfentiefe des Systems. Fur die 
Bildaufnahme wird das Objekt 4 durch den bezuglich des Detektors fest- 
stehenden Lichtstreifen 1 1 bewegt f und Fluoreszenz- oder/und Streulicht 
wird mit einem flachigen Detektor aufgenommen. Stark absorbierende oder 
stark streuende Objekte 4 werden aus mehreren Raumrichtungen beobach- 
tet. Die dreidimensionalen Aufnahmen, die aus jeder Richtung gemacht 
werden, konnen nachtraglich zu einer Aufnahme kombiniert werden, in der 
die Daten entsprechend ihrer Auflosung gewichtet werden. Die Auflosung 
der kombinierten Aufnahme wird dann durch die laterale Auflosung der 
einzelnen Aufnahmen dominiert. 
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Anspruche 

1 . Mikroskop m'rt wenigstens einem Beleuchtungsstrahlengang (2; 2, 
5 2') und wenigstens einem Detektionsstrahlengang (5), 

dadurch gekennzeichnet, 

dass bei jedem Beleuchtungsstrahlengang (2; 2, 2') eine Fo- 
kussieranordnung (3; 3, 3') vorgesehen ist zur Erzeugung 
eines in Richtung einer Beleuchtungsachse des Beleuchtungs- 
10 strahlengangs (2; 2, 2') und querdazu ausgedehnten flachen- 

artigen Objektbeleuchtungsbereichs (20), 
dass eine Detektionsrichtung (10) des wenigstens einen De- 
tektionsstrahlengangs (5) naherungsweise orthogonal zu dem 
flachenartigen Objektbeleuchtungsbereich (20) steht, und 
15 - dass eine Bewegungsanordnung (12) vorgesehen ist zur Er- 

zeugung einer Relativbewegung zwischen dem flachenartigen 
Objektbeleuchtungsbereich (20) und einem zu untersuchenden 
Objekt (4). 

20 2. Mikroskop nach Anspruch 1 , 

dadurch gekennzeichnet, dass durch die Bewegungsanordnung (12) 
eine Drehbewegung des Objekts (4) oder/und eine Verschiebebewe- 
gung des Objekts (4) erzeugbar ist. 

25 3. Mikroskop nach Anspruch 1 oder 2, 

dadurch gekennzeichnet, dass die Bewegungsanordnung (12) dazu 
ausgebildet ist f bei im Wesentlichen feststehendem flachenartigen 
Objektbeleuchtungsbereich (20) das Objekt (4) zu bewegen. 



30 4. 



Mikroskop nach Anspruch 1 oder 2, 
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dadurch gekennzeichnet, dass die Bewegungsanordnung dazu aus- 
gebildet ist, bei im Wesentlichen feststehendem Objekt (4) den fla- 
chenartigen Objektbeleuchtungsbereich (20) zu bewegen. 



5 5. Mikroskop nach einem der Anspruche 1 bis 4, 

dadurch gekennzeichnet, dass der wenigstens eine Beleuchtungs- 
strahlungsgang (2; 2, 2') eine Zylinderlinse (3; 3, 3') zum Fokus- 
sieren des Beleuchtungslichts aufweist. 



10 6. Mikroskop nach Anspruch 5, 

dadurch gekennzeichnet, dass die Zylinderlinse (3; 3, 3') um die 
Beleuchtungsachse drehbar ist oder/und in Richtung der Beleuch- 
tungs- oder/und der Zylinderachse verschiebbar ist oder/und mit der 
Zylinderachse bezuglich der Beleuchtungsachse kippbar ist. 

15 

7. Mikroskop nach Anspruch 6, 

dadurch gekennzeichnet, dass die Bewegung der Zylinderlinse (3; 3, 
3') eine hochfrequente Bewegung ist. 



20 8. Mikroskop nach einem der Anspruche 1 bis 7, 

dadurch gekennzeichnet, dass Streulicht oder Fluoreszenzlicht einer 
oder mehrerer Wellenlangen verwendet wird. 



9. Mikroskop nach einem der Anspruche 1 bis 8, 
25 dadurch gekennzeichnet, dass die Lichtquelle (1; 1, V) eine Lampe 

oder ein Laser ist, die Licht einer oder mehrerer Wellenlangen zur 
Verfugung stellen. 



30 



10. 



Mikroskop nach einem der Anspruche 1 bis 9, 

dadurch gekennzeichnet, dass das Objekt (4) durch eine Halterung 
(12) in einer Probenkammer (13) zu halten ist und darin um eine im 
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Wesentlichen einer Schwerkraftrichtung entsprechende Achse (14) 
drehbar und entlang mindestens einer Richtung bewegbar ist. 



11. Mikroskop nach einem der Anspruche 1 bis 10, 

. dadurch gekennzeichnet, dass wenigstens zwei Beleuchtungsstrah- 
lengange (2, 2') mit im Wesentlichen entgegengesetzter Beleuch- 
tungsrichtung vorgesehen sind zur Erzeugung sich wenigstens be- 
reichsweise uberlappender flachenartiger Objektbeleuchtungsbe- 
reiche (20). 



12. Mikroskop nach Anspruch 11, 

dadurch gekennzeichnet, dass das Beleuchtungslicht der beiden 
Beleuchtungsstrahlengange (2, 2') in Richtung der Beleuchtungs- 
achse im Bereich des flachenartigen Objektbeleuchtungsbereichs 
(20) wenigstens bereichsweise interferiert. 



13. Mikroskop nach Anspruch 12, 

dadurch gekennzeichnet, dass das Beleuchtungslicht der beiden 
Beleuchtungsstrahlengange (2, 2') eine konstante, einstellbare Phase 
aufweist. 

14. Mikroskop nach einem der Anspruche 1 bis 13, 

dadurch gekennzeichnet, dass der wenigstens eine Detektionsstrah- 
lengang (5) einen Detektor aufweist und dass der Detektor seitlich 
bezuglich der Detektionsrichtung des wenigstens einen Detektions- 
strahlengangs (5) bewegbar ist. 

15. Mikroskop nach einem der Anspruche 1 bis 14, 

dadurch gekennzeichnet, dass der wenigstens eine Detektionsstrah- 
lengang (5; 5') derart anpassbar ist, dass die Detektionsrichtung bei 
Verlagerung des Objektbeleuchtungsbereichs (20) naherungsweise 



WO 2004/053558 




CT/EP2003/005991 



-25- 



orthogonal zu dem flachenartigen Objektbeleuchtungsbereich (20) 
Hegt. 

16. Mikroskop mit wenigstens einem Beleuchtungsstrahlengang (2) und 
wenigstens einem Detektionsstrahlengang (5), 
dadurch gekennzelchnet, 



dass bei jedem Beleuchtungsstrahlengang (2) eine Fokussier- 
anordnung (3) vorgesehen ist zur Erzeugung eines in Richtung 
einer Beleuchtungsachse des Beleuchtungsstrahlengangs (2) 
ausgedehnten linienartigen Objektbeleuchtungsbereichs (20'), 
dass eine Detektionsrichtung (10) des wenigstens einen De- 
tektionsstrahlengangs (5) naherungsweise orthogonal zu dem 
linienartigen Objektbeleuchtungsbereich (20') steht, und 
dass wenigstens eine Bewegungsanordnung (24, 26, 28) 
vorgesehen ist zur Erzeugung einer Relativbewegung zwi- 
schen dem linienartigen Objektbeleuchtungsbereich (20') und 
einem zu untersuchenden Objekt (4). 



17. Mikroskop nach Anspruch 16, 

dadurch gekennzeichnet, dass die wenigstens eine Bewegungsan- 
ordnung (24, 26, 28) dazu ausgebildet ist, eine Relativbewegung 
zwischen dem Objekt (4) und dem linienartigen Objektbeleuchtungs- 
bereich (20') im Wesentlichen orthogonal zur Beleuchtungsachse 
und zur Detektionsrichtung (10) zu erzeugen. 

18. Mikroskop nach Anspruch 17, 

dadurch gekennzeichnet, dass die wenigstens eine Bewegungsan- 
ordnung dazu ausgebildet ist, das Objekt (4) zur Erzeugung einer 
Relativbewegung zu bewegen. 



19. 



Mikroskop nach Anspruch 17 oder 18, 
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dadurch gekennzeichnet, dass die wenigstens eine Bewegungsan- 
ordnung (24, 26, 28) dazu ausgebildet ist, den wenigstens einen 
Beleuchtungsstrahlengang (2) wenigstens in dem durch diesen be- 
reitgestellten linienartigen Objektbeleuchtungsbereich (20') zur Er- 
zeugung der Relativbewegung zu bewegen. 



20. Mikroskop nach Anspruch 19, 

dadurch gekennzeichnet, dass die wenigstens eine Bewegungsan- 
ordnung (24, 26, 28) dazu ausgebildet ist, den wenigstens einen 
Detektionsstrahlengang (5) in Anpassung an die Bewegung des 
wenigstens einen Beleuchtungsstrahlengangs (2) wenigstens in 
seinem objektnahen Bereich zu bewegen. 

21 . Mikroskop nach einem der Anspruche 16 bis 20, 

dadurch gekennzeichnet, dass der wenigstens eine Detektionsstrah- 
lengang (5) einen Detektor (8) mit einer Vielzahl an Detektorpixeln 
aufweist. 



22. Mikroskop nach Anspruch 21, 

dadurch gekennzeichnet, dass die Anzahl und die Positionierung der 
Detektorpixel des Detektors (8) derart gewahlt sind, dass der we- 
nigstens eine Detektionsstrahlengang (5) einen durch den wenig- 
stens einen Beleuchtungsstrahlengang (2) im Objektbeleuchtungs- 
bereich (20') beleuchteten Abschnitt des Objekts (4) im Wesent- 
lichen vollstandig auf den Detektor (8) abbildet. 



23. Mikroskop nach einem der Anspruche 16 bis 22, 

dadurch gekennzeichnet, dass die wenigstens eine Bewegungsan- 
ordnung dazu ausgebildet ist, das zu untersuchende Objekt im 
Wesentlichen in Richtung der Detektionsrichtung (10) des wenig- 
stens einen Detektionsstrahlengangs (5) zu bewegen. 
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24. Mikroskop mit wenigstens einem Beleuchtungsstrahlengang (2; 2, 
2') und wenigstens einem Detektionsstrahlengang (5), 
dadurch gekennzeichnet, 

dass bei jedem Beleuchtungsstrahlengang (2; 2, 2') eine Fo- 
5 kussieranordnung (3; 3, 3') vorgesehen ist zur Erzeugung 

eines in Richtung einer Beleuchtungsachse des Beleuchtungs- 
strahlengangs (2; 2, 2') ausgedehnten Objektbeleuchtungs- 
bereichs (20; 20'), 

dass eine Detektionseinrichtung (10) des wenigstens einen 
10 Detektionsstrahlengangs (5) naherungsweise orthogonal zu 

dem Objektbeleuchtungsbereich (20; 20') steht, und 
dass eine Bewegungsanordnung vorgesehen ist zur Erzeugung 
einer Relativbewegung zwischen dem Objektbeleuchtungs- 
bereich (20; 20') und einem zu untersuchenden Objekt (4). 
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Feld Nr. Vffl (rv) ERKLARUNG: ERFINDERERKLARUNG (oar im Hinblick anf die Bestiramung der Vereinigten Staaten 

von Amerika) 

Die Erkldrung mufi dem in Abschnitt 214 vorgeschriebenen Wortlaui entsprechen; siehe Anmerkungen zu den Feldern VJH, VUI fi) bis (v) 
(aligemein) und insbesondere die Anmerkungen zum Feld Nr. VJH fiv). Wird dieses Feld nicht benutzt, so sollte dieses Blatt dem An trag nicht 
beigefUgt werden, 

Erfindererklarung (Regeln 4.17 Ziffer tv und 51bis.l Absatz a ZifTer iv) 
im Hinblick anf die Bestimmnng der Vereinigten Staaten von Amerika: 

Ich erklare hiermit an Eides Statt, dafi ich nach bestem Wissen der ursprungiiche, erste und alleinige Erfinder (fails nachstehend nur 
ein Erfinder angegeben ist) oder Mrterfinder (fells nachstehend mehr als ein Erfinder angegeben ist) des beanspruchten Gegenstandes 
bin, fur den ein Patent beantragt wird. 

Diese Erklarung wird im Hinblick aufund als Teil dieser internationalen Anmeldung abgegeben (falls die Erklarung zusammen mit 
der Anmeldung eingereicht wird). 

Diese Erklarung wird im Hinblick auf die intemationale Anmeldung Nr. PCT/ .EP. . 03 /05 9-91 abgegeben (falls 

diese Erklarung nach Kegel 26*er eingereicht wird). 

Ich erklare hiermit an Eides Statt, dafi mein Wohnsitz, meine Postanschrift und meine Staatsangehorigkeit den neben meinem Namen 
aufgefuhrten Angaben entsprechen. 

Ich bestatige hiermit, dafi ich den Inhalt der oben angegebenen internationalen Anmeldung, einschlieBlich ihrer Ansprttche, 
durchgesehen und verstanden habe. Ich habe im Antragsformular dieser. internationalen Anmeldung gemaB PCT Regel 4.10 samtliche 
Auslandsanmeldungenangegebenundhaben^ 

des Staates oder Mitglieds der Welthandelsorganisation, des Tages, Monats und Jahres der Anmeldung, samtliche Anmeldungen fur 
ein Patent bzw. eine Erfinderurkunde in einem anderen Staat als den Vereinigten Staaten von Amerika angegeben, einschlieBlich alier 
internationalen PCT-Anmeldungen, die wenigstens ein anderes Land als die Vereinigten Staaten von Amerika bestimmen, deren 
Anmeldetag dem der Anmeldung, deren Prioritat beansprucht wird, vorangeht. 

Friihere Anmeldungen: DE 102 57 423.5 VOITI- 0942,2002 



IcherkennehiermitmemePflichtzmOffenbanmgjegUchermfo 

in Einklang mit Title 37, Code of Federal Regulations, § 1.56 von Belang sind, einschlieBlich, im Hinblick auf 
Teilfortsetzungsanmeldungen, Informationen, die im Zeitraum zwischen dem Anmeldetag der fruheren Patentanmeldung und dem 
internationalen PCT-Anmeldedatum der Teilfortsetzungsanmeldung bekannt geworden sind. 

Ich erklare hiermit, dafi alie in der vorliegenden Erklarung von mir gemachten Angaben nach bestem Wissen und Gewissen der 
Wahrheit entsprechen, und ferner, dafi ich diese eidesstattliche Erklarung in Kenntnis dessen ablege, daB wissentlich und vorsatzhch 
falsche Angaben oder dergleichen gemaB § 1001, Title 18 des US-Codes strafbar sind und mit Geldstrafe und/oder Gefangnis bestraft 
werdenkonnen und dafi derartige wissentlich und vorsatdichfalsche Angaben die Rechtswirksarru^eitd^r vorliegenden Pa 
oder eines aufgrund deren erteilten Patentes gefahrden konnen. 



Name: Stelzer Ernst H. K. 

Wohnsitz- Meckesheim, Deutschland 



(Stadt und US-Staat, falls anwendbar, sonst Land) 

Postanschrift- Eschelbronnerstr. 79, 74909 Met^esheim, Deutschland 



Staatsangeh6rigkeit:<fS . .... . • • • • • ■ • • • j 

Unterschrift des ErfindersrK: . . .<™T .^T^T. Datum: . . . ."f " ft* ~ Im . 



(falls nicht bereits das Antragsformular unterschrieben wird oder (der Unterschrift, falls das Antragsformular nicht unterschrieben 

faUsdieErklarungnachEirireichvmgdermterriati wirdoder der Erklarung, die nach Regel 26ter nach Einreichung 

nachRegel26terberichngtoderhinzugeffigtwird.DieUnterschrift der internationalen Anmeldung berichtigt oder hinzugefugt 

mufl die des Erfinders sein, nicht die des Anwalts) wird) 

Name- End ?r? S ?bastian 



Wohnsitz: Heidelberg, Deutschland 



(Stadt und US-Staat, falls anwendbar, sonst Land) 

Postanschrift: Fritz-Frey-Str. 8, 691 24 Heidelberg, Deutschland 



Staatsangehorigkeit: 

Unterschrift des Erfinders: Datum: 

(falls nicht bereits das Antragsformular unterschrieben wird oder (der Unterschrift, falls das Antragsformular mcht unterschrieben 

faHsdieErkla^ngiiachEinreichu wirdoderderErklarung, die nach Regel 26ter nach Einreichung 

nachRegel26terberichngtoderhinzugefugt wird. Die Unterschrift der internationalen Anmeldung berichtigt oder hinzugefugt 

muD die des Erfinders sein, nicht die des Anwalts) wird) 



gj Diese Erklarung wird auf dem folgenden Blatt fortgefuhrt, ,< Fortsetzungsblatt fur Feld Nr. VUI (iv)" 



Formblatt PCT/RO/101 (Erklarungsblatt (iv)) (Januar 2002; Nachdruck Januar 2003) Siehe Atmierhmgen zu diesem Antragsformular 



